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Il tumore è una massa abnormale presente in un organo o in un 
tessuto, con caratteristiche di crescita incontrollata e di struttura aberrante, 
che persiste anche dopo la cessazione degli stimoli che hanno iniziato il 
processo, e non spiegabile secondo i meccanismi conosciuti che stanno 
alla base delle malattie. Ogni tumore primario deriva da una singola cellula 
aberrante che subisce mutazione. La neoplasia, termine che significa 
nuova crescita, descrive questa tendenza alla eccessiva crescita 
incontrollata. La caratteristica comune a tutti i tumori, infatti, è che le loro 
cellule si comportano in modo da eludere alcuni, se non tutti, i meccanismi 
di controllo della crescita e dell’organizzazione anatomica delle cellule 
normali. La capacità di eludere tali meccanismi risulta nella formazione di 
una massa tumorale; tuttavia talvolta la migrazione di cellule tumorali al di 
fuori dei confini di formazione è tale da bilanciare la proliferazione e, 
conseguentemente, non si forma una massa tumorale propriamente 
detta[1]. Il tumore, quindi, è sostanzialmente definibile come una malattia a 
carico delle cellule caratterizzata da una deviazione patologica nei 
meccanismi che presiedono all’accrescimento e alla proliferazione 
cellulare; la crescita incontrollata può comportare secrezione anomala di 
fattori di crescita, un'anomalia nel recettore del fattore di crescita, o 
segnalazioni anomale tra i recettori di superficie delle cellule e recettori 
nucleari che codificano per la crescita e la differenziazione. Quando i 
meccanismi che presiedono alla crescita e alla proliferazione sono 
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divenuti insufficienti si verifica una proliferazione cellulare clonogenica 
eccessiva e quindi una crescita autonoma che ha perso la capacità di 
regolazione e di inibizione da contatto[2,3]. Questo si verifica in seguito 
all’accumulo di alterazioni genetiche dovute al fallimento dei sistemi di 
riparazione, in particolare, alla neoplasia si arriva in seguito a 5 eventi 
mutazionali non corretti. Se l’individuo presenta un genoma che ha 
ereditato eventi mutazionali, il numero di mutazioni necessarie allo 
sviluppo della patologia risulta minore. I tumori costituiscono un gruppo 
eterogeneo di malattie con cause multifattoriali. Gli individui possono 
avere una predisposizione ereditaria, ma l’espressione può non avvenire a 
meno che un'appropriata combinazione di cause ambientali venga 
soddisfatta. L'opinione corrente è che, anche se i cambiamenti del DNA 
sono coinvolti in tutti i tumori, fattori ereditari contribuiscono solo circa il 
20% per la causalità generale, mentre i fattori ambientali contribuiscono 
all'80%. I tumori possono essere classificati in base al tessuto di origine (in 
senso istologico), in base all’organo di origine e infine in maligni o benigni, 
in relazione al comportamento clinico. Esistono comunque criteri generali 
che permettono di ricondurre ciascuna neoplasia al gruppo di tumori 
benigni o di quelli maligni. Più le cellule si allontanano dalle caratteristiche 
originali, maggiore è il rischio di anaplasia (ovvero scarsa differenziazione) 
e, contestualmente, di malignità. Le caratteristiche del nucleo e delle altre 
strutture interne, le dimensioni della cellula, l’architettura del tessuto 
formatosi, il numero di mitosi e la capacità di svolgere le normali funzioni 
sono caratteristiche che orientano verso una maggiore o minore 
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differenziazione o anaplasia. I tumori maligni tendono a svilupparsi in 
modo più rapido rispetto a quelli benigni poiché una delle loro 
caratteristiche è la perdita di inibizione alla crescita. 
Le cellule dei tumori ben differenziati sono simili a quelle del tessuto di 
origine e tendono a essere benigne. I tumori benigni in generale sono 
dotati di una struttura coesa e sono delimitati da una capsula 
fibrosa. I tumori maligni, invece, tendono a infiltrare ed erodere i 
tessuti circostanti, penetrando all’interno delle strutture adiacenti. 
Essi non riconoscono limiti anatomici e possono permeare i vasi 
ematici e linfatici o diffondersi nelle cavità.  Il processo di diffusione 
è aiutato dalla secrezione di proteasi (enzimi proteolitici come 
metalloproteinasi) dalle cellule tumorali, che facilitano il loro 
passaggio attraverso le membrane basali e nella matrice 
extracellulare del tessuto connettivo locale. 
La migrazione delle cellule neoplastiche dal tumore primario in sedi 
lontane è la fase chiave in un tumore maligno.  Le cellule che 
migrano si localizzano su altri organi e tessuti e provocano tumori 
secondari (Metastasi). I tumori secondari di solito crescono molto 
più velocemente rispetto al tumore primario perché sono più piccoli 
e quindi meglio perfusi, inoltre tendono anche ad essere più 
resistenti alla chemioterapia.  
Le modalità di trattamento di un tumore sono: 




 Farmacoterapia (chemioterapia citotossica, la terapia endocrina, la 
terapia biologica, immunoterapia, terapia genica) 
Per quanto riguarda la farmacoterapia, la quasi totalità dei farmaci 
antitumorali agisce mediante l’induzione dell’arresto del ciclo cellulare o 
della morte cellulare programmata (apoptosi), indipendentemente dalla 
struttura chimica o dal meccanismo di azione. Le principali classi di 
farmaci per cui è stato dimostrato sperimentalmente un effetto 
proapoptotico includono: 
 agenti che danneggiano il DNA, in grado di provocare danni di tipo 
differente come la formazione di legami crociati inter o intra-catenari 
 inibitori delle topoisomerasi che provocano rotture alla doppia elica del 
DNA in corrispondenza della sua associazione con le proteine 
 agenti intercalanti 
 inibitori della formazione del fuso mitotico 
 inibitori della sintesi del DNA 
 antimetaboliti in grado di interferire con i principali circuiti metabolici 
cellulari.[4] 
Molti farmaci chemioterapici pur avendo come bersaglio le cellule in rapida 
proliferazione, presentano spesso un basso indice terapeutico associato a 
effetti collaterali negativi, dovuti al fatto che i farmaci non distinguono tra 
cellule tumorali e cellule sane. La soppressione delle cellule tumorali è 
inizialmente efficace, tuttavia l’espansione di un clone che resistente al 
farmaco, può compromettere il trattamento. Per queste ragioni vengono 
combinati chemioterapici con distinti meccanismi di azione nel tentativo di 
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massimizzare l’efficacia, limitare gli effetti collaterali e prevenire la 
fuoriuscita di cloni resistenti.  
In base al loro meccanismo d’azione i farmaci antitumorali sono stati 
suddivisi in tre gruppi principali, che includono farmaci che agiscono sul 
DNA (alchilanti ed intercalanti), farmaci che interferiscono con la biosintesi 
degli acidi nucleici e delle proteine (antimetaboliti) e farmaci veleni del 
fuso (derivati della vinca e taxani). 
 
Derivati eterociclici con attività intercalante 
 
Le molecole di piccole dimensioni che interagiscono con il DNA, 
utilizzano tre modalità di legame: 
 intercalazione 
 legame al solco minore 
 legame al solco maggiore (figura 1 a-b).[5] 
 
.  




Figura 1b. Viste stereoscopiche della struttura ai raggi X di tre farmaci che legano il DNA 
(arancione) in complesso con il loro DNA bersaglio (blu), con le strutture del farmaco 
corrispondente a fianco. (A) intercalatore ellipticine 1 (PDB codice di accesso 1Z3F). (B) 
legante del solco minore distamicina 2 (PDB codice di accesso 2DND). (C) covalente 






Nell’intercalazione, il legame di una molecola con il DNA determina 
la distorsione dell’elica, caratterizzata dall’estensione della doppia elica e 
dal locale srotolamento a livello del sito di attacco. Una vasta gamma di 
molecole si lega al DNA mediante intercalazione e la maggior parte di 
quelli definiti come leganti del solco minore o maggiore sono ulteriormente 
stabilizzati dall’intercalazione di un cromoforo pendente. Dal punto di vista 
chimico, gli agenti intercalanti, sono fondamentalmente caratterizzati dalla 
presenza di: 
 una struttura policiclica aromatica o eteroaromatica planare, che forma 
un complesso molecolare con le basi del DNA, stabilizzato da legami 
a idrogeno, forze di Van der Waals e interazioni idrofobiche 
 gruppi o catene laterali, legate in opportune posizioni del sistema 
planare, in grado di collocarsi in uno o entrambi i solchi della doppia 
elica del DNA, realizzando interazioni esterne che possono favorire la 
formazione del complesso d’intercalazione. 
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Tra gli agenti chemioterapici antitumorali, che hanno come principale 
meccanismo d’azione l’intercalazione, si è dimostrata particolarmente 
interessante una classe di alcaloidi indolici isolati da numerose piante 
appartenenti alla famiglia delle Apocinacee. 









L’ellipticina è in grado di legarsi al DNA attraverso l’intercalazione e di 
inibire l’attività della topoisomerasi II legandosi al complesso DNA-enzima. 
 
Leganti del solco minore[5] 
 
Le caratteristiche strutturali del solco critiche per il riconoscimento 
delle molecole di piccole dimensioni sono: 
 ampiezza del solco 
 profondità del solco 
 funzionalità del fondo 
 potenziale elettrostatico 
e sono tutte dipendenti dalla sequenza nucleotidica. 
L’ampiezza del solco varia da 3-4 Å, per i tratti ricchi in AT fino a oltre 8 Å 
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per quelli ricchi in GC. La profondità del solco è minore per le sequenze 
GC rispetto ai tratti AT per la presenza dell’amina esociclica nella guanina. 
In realtà, il gruppo aminico ha carattere nucleofilo e funziona come sito di 
riconoscimento e di alchilazione attraverso la formazione di legami a 
idrogeno. A differenza dell’intercalazione, dove il legame delle molecole 
induce ampi cambiamenti nella conformazione del DNA, il legame al solco 
minore è caratterizzato da piccole o non apparenti distorsioni del DNA, 
spesso accompagnata da cambiamenti nella conformazione della 
molecola. 
 
Leganti del solco maggiore[5] 
 
Attualmente ci sono solo pochi esempi di composti che si legano 
selettivamente al solco maggiore: gran parte dei composti si lega per 
intercalazione e stabilisce ulteriori legami a idrogeno con il solco 
maggiore. In generale, le interazioni con il solco maggiore forniscono 
qualche grado di specificità per la sequenza, ma l’affinità di legame è 
dovuta, principalmente, all’intercalazione. 
In un primo tempo si riteneva che il complessamento con l'acido 
nucleico costituisse un motivo sufficiente a scompaginare i processi 
biochimici che presiedono al corretto funzionamento della cellula, cosicché 
l'addotto binario farmaco-DNA era considerato la specie citotossica.  
In generale, infatti, si parla di effetto citotossico quando il danno al DNA, 
con alterazioni della struttura dell’acido nucleico o inibizione persistente di 
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una funzione cellulare, avviene come conseguenza del legame stesso con 
il DNA. Le lesioni che possono essere indotte dopo tale legame sono 
molteplici: modificazioni strutturali del DNA, scissione del DNA o inibizione 
delle topoisomerasi, enzimi che rappresentano un nuovo bersaglio della 
terapia antiblastica. 
 
Le DNA topoisomerasi 
 
Le DNA topoisomerasi sono enzimi nucleari, appartenenti alla 
classe delle isomerasi, essenziali per il metabolismo degli acidi nucleici. 
Introducendo una rottura del singolo o del doppio filamento di DNA in 
modo temporaneo, determinano aumento o diminuzione del grado di 
superavvolgimento del DNA, la loro funzione principale, infatti, è la 
regolazione dello stato topologico del DNA; questa loro capacità li rende 
indispensabili nei processi di duplicazione, trascrizione, ricombinazione e 
riparazione, oltre che nella formazione e nella segregazione dei 
cromosomi durante la mitosi[6]. La loro azione consiste nel tagliare uno 
(topoisomerasi I) o ambedue (topoisomerasi II) i filamenti del DNA, far 
passare l'altro filamento o una seconda doppia elica, rispettivamente, 






Figura 2. Scissione e ricongiungimento del DNA mediata dalle topoisomerasi 
 
Le topoisomerasi determinano aumento o diminuzione del grado di 
disavvolgimento del DNA agendo sul numero di legame che indica il 
numero di volte in cui una catena gira attorno ad un'altra. Le 
topoisomerasi regolano l’avvolgimento del DNA e sono in grado di 
rimuovere nodi e grovigli del materiale genetico creando interruzioni 
transitorie della doppia elica. Ci riescono con la loro capacità unica di 
fendere transitoriamente e rilegare attraverso il legame fosfodiestereo 
attraverso una reazione di transesterificazione (Figura 3). Questa reazione 
comporta due attacchi nucleofili sequenziali: 
(I) un attacco nucleofilo iniziale di un sito attivo dell'enzima (il gruppo 
ossidrilico della tirosina) su un fosfato del DNA, seguita dalla formazione 
di un legame covalente 3’ fosfotirosinico e la rottura simultanea del 
legame fosfodiestereo. 
(II) ricongiunzione del filamento attraverso l'attacco nucleofilo del gruppo 
5'-idrossilico, generato nella prima reazione di transesterificazione, sul 






Figura 3. Reazione di transesterificazione 
 
Le topoisomerasi sono capaci di rilassare il DNA sia con 
superavvolgimento negativo che positivo, il primo dovuto a 
disavvolgimento ed il secondo ad un avvolgimento più o meno ampio che 
si ha in alcune fasi del ciclo cellulare.[7] 
Durante il ciclo di reazione, si forma un complesso scindibile, "cleavable 
complex", DNA-enzima, nel quale il gruppo fosfato delle basi delle catene 
del DNA rotto rimane covalentemente legato alla proteina attraverso un 
residuo di tirosina. 
I farmaci antitumorali riescono ad "intrappolare" questo intermedio 
scindibile impedendo all'enzima di completare il suo ciclo e stabilizzando 
le rotture dell'acido nucleico. 
Esistono due possibili vie di inibizione:  
 interazione diretta farmaco-enzima  
 competizione con l'enzima per il legame al DNA. 
Inizialmente le topoisomerasi sono state divise in due classi, 
topoisomerasi I e topoisomerasi II, in base al loro meccanismo d’azione, 
oggi, negli eucarioti maggiori, sono state trovate almeno cinque differenti 
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topoisomerasi: le topoisomerasi I, IIIα e IIIβ che appartengono al tipo I e le 




Le topoisomerasi di tipo I sono enzimi che rompono un filamento di 
DNA alla volta. Il meccanismo d’azione di questi enzimi è stato 
determinato dall'analisi della loro struttura tridimensionale. La 
topoisomerasi I è proteina monomerica (765 a.a.), costituita da 4 domini, 
disposti intorno a una cavità centrale con diametro di 20 Å, dove è 
presente un residuo di tirosina (Tyr 723). La molecola di DNA si lega 
all'interno di questa cavità, dove il gruppo ossidrilico della tirosina forma 
un legame fosfodiestere con un gruppo fosforico di uno dei due filamenti di 
DNA. In seguito a questo taglio, il DNA è libero di ruotare attorno all'altra 
catena, con un movimento favorito dall'energia contenuta nello stesso 
superavvolgimento; l'enzima controlla la rotazione perché non avvenga 
troppo velocemente. Al termine, il gruppo -OH libero sul DNA attacca il 
legame Tyr-fosfato, e richiude il filamento di DNA, lasciando la doppia 





Figura 4. Meccanismo di azione della topoisomerasi I 
 
 





Figura 6. Struttura cristallografica della Topoisomerasi I 
associata ad un frammento di DNA 
 
 
La topoisomerasi I forma due diversi complessi con il DNA che sono in 
rapido equilibrio: il complesso non scindibile B ed il complesso scindibile 
C. La rotazione relativa delle due estremità rotte nel complesso scindibile 
porta al rilassamento del DNA.  
La Topoisomerasi I rappresenta un valido bersaglio per lo sviluppo di 
farmaci antineoplastici, infatti un notevole interesse ha suscitato la 
camptotecina[8], un alcaloide naturale in grado di bloccare il complesso 













La topoisomerasi II è una proteina dimera costituita da due subunità 
identiche (figura 7). 
 
Figura 7. Struttura a nastro della topoisomerasi II (PDB). 
 
Nei vertebrati superiori le topoisomerasi II sono presenti in due forme, a e 
b, codificate da due geni distinti. La presenza di due forme di 
topoisomerasi II, potrebbe spiegarsi con una possibile specificità di 
distribuzione nucleare e di ruolo delle due proteine, oltre che limitare la 
possibilità di perdere funzioni cellulari vitali.  Allo stato attuale delle 
ricerche entrambe le forme, a e b, della topoisomerasi II sono utilizzate 
come bersagli di farmaci antitumorali; è intuitivo che una loro espressione 
qualitativamente o quantitativamente alterata potrebbe indurre fenomeni di 
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farmaco resistenza.[9,10] Per agire sul DNA la topoisomerasi II necessita 
del catalizzatore energetico ATP e produce preferibilmente la rottura di 
entrambi i filamenti di DNA.[11] La topoisomerasi II forma con il DNA un 
complesso non scindibile B ed un complesso scindibile C. L’interazione di 
un secondo DNA (DNA iniziatore) con il complesso scindibile potrebbe 
potenziare il passaggio di tale DNA attraverso il complesso scindibile 
stesso.[11] 
Il ruolo della topoisomerasi I non è stato ancora definitivamente 
chiarito, comunque è importante per la replicazione del DNA, la 
trascrizione dell’RNA e per altre funzioni del DNA. 
La topoisomerasi II, in più, serve per regolare la struttura della 
cromatina ed è essenziale nel processo di segregazione dei cromosomi 
attorcigliati[12]. 
Entrambe le topoisomerasi sono capaci di rilassare il DNA sia con 
superavvolgimento negativo che positivo, il primo dovuto a 
disavvolgimento ed il secondo ad un avvolgimento più o meno ampio che 
si ha in alcune fasi del ciclo cellulare, ma solo la topoisomerasi II può 
deconcatenare le molecole di DNA appaiate. Per la topoisomerasi II è 
stato, inoltre, proposto un ruolo chiave nella segregazione dei cromatidi 
figli dopo la replicazione del DNA, nella condensazione e nella 




Figura 8. Topoisomerasi II e segregazione dei cromosomi 
favoriscono o inibiscono la progressione del ciclo cellulare. 
 
La quantità e la stabilità della topoisomerasi I e IIβ non mostra significativi 
cambiamenti durante il ciclo cellulare a differenza dei livelli di 
topoisomerasi IIα che invece variano naturalmente in funzione dello stadio 
proliferativo (maggiore nelle cellule tumorali che in quelle normali) e della 
posizione del ciclo. Questo particolare comportamento ha reso la 
topoisomerasi II il target cellulare primario per un gran numero di farmaci 
antineoplastici. I farmaci che agiscono sulle DNA topoisomerasi possono 
essere divisi sulla base del meccanismo utilizzato per alterare la funzione 
fisiologica degli enzimi, in "veleni" e "inibitori puri": 
- "Veleni" stabilizzano il complesso covalente DNA-Topoisomerasi e 
generano quindi rotture del DNA 
- "Inibitori Puri" non inducono un aumento dei complessi scindibili perché 





Inibitori della topoisomerasi I 
 
Anche se la quantità e la stabilità della Topoisomerasi I non varia 
significativamente durante il ciclo cellulare, la Topoisomerasi I rappresenta 
un valido bersaglio per lo sviluppo di farmaci antineoplastici, infatti un 
notevole interesse ha suscitato la Camptotecina [8], un alcaloide in grado 
di bloccare il complesso scindibile tra Topoisomerasi I e DNA. L’utilità 
clinica di questo composto è però limitata dalle sue tossicità e bassa 
solubilità, per cui opportune modifiche del capostipite hanno portato 
all’ottenimento dei derivati idrosolubili Irinotecan e Topotecan, che sono 
stati introdotti recentemente in terapia nel trattamento del tumore ovarico, 









Camptotecina: R1 = R2 = R3 = H
 
Irinotecan:                                            ; R2 = H; R3 = C2H5 
Topotecan:R1 = OH; R2 = CH2N(CH3)2; R3 = H
NOCO N
 
Le camptotecine sono farmacologicamente uniche per diversi 
motivi. Per prima cosa la Topoisomerasi I è il loro unico obiettivo, in 
secondo luogo, cambiando la stereochimica della camptotecina, 
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invertendo il suo centro chirale in posizione 20, si inattiva completamente 
la molecola, infine le camptotecine penetrano nelle cellule dei vertebrati 
prontamente e raggiungono il bersaglio in pochi minuti di esposizione, il 
complesso viene poi scisso in pochi minuti dopo la rimozione della 
camptotecina, permettendo così un controllo preciso di esposizione al 
farmaco. 
Tuttavia le camptotecine hanno anche diversi limiti. In primo luogo, i 
farmaci devono essere somministrati per infusione prolungata, secondo, le 
camptotecine producono effetti collaterali (ad esempio leucopenia) che 
limitano la dose che può essere somministrata in modo sicuro e, pertanto, 
l'efficacia antitumorale, terzo, l’anello α-idrossilattonico delle camptotecine 
viene facilmente convertito in un carbossilato inattivo. 
Per questo motivo sono stati sintetizzati gli omologhi strutturali 
(omocamptotecine) Diflomotecan e Gimatecan [13], attualmente in fase II di 
sperimentazione clinica, in cui l’anello lattonico a sei termini, facilmente 
idrolizzabile in vivo, è stato sostituito con l’anello omologo - e 






















Molto recentemente sono stati studiati alcuni composti, a struttura 
di tipo non camptotecino-simile, fra i quali gli indolocarbazoli e le 
indenoisochinoline, che rivestono un ruolo di grande interesse futuro, 























Edotecarin (Indolocarbazolo) 5,11-Dichetoindenoisochinoline  
 
Le indenoisochinoline si legano al complesso scindibile Topoisomerasi I – 
DNA e inibiscono la richiusura dell’anello nel punto di taglio presente su 
un singolo filamento, che l’enzima crea per eliminare la tensione 









Inibitori della topoisomerasi II 
 
Sebbene gli inibitori delle Topoisomerasi II finora noti appartengano 
a classi chimiche diverse, quasi tutti hanno una porzione policiclica 
aromatica che può intercalare il DNA ed una o più catene laterali con vari 
sostituenti che si alloggiano nel solco minore della doppia elica e 
potrebbero interagire anche direttamente con l’enzima (figura 9). 
 
Figura 9.  Modello molecolare di un complesso farmaco-DNA. 
 
Gli inibitori di questo enzima si possono dividere in due classi: gli 
inibitori catalitici che, legandosi specificamente con l’enzima, agiscono a 
livello di differenti stadi del ciclo catalitico (figura 10), e i veleni che 





Figura 10. Gli inibitori catalitici che, legandosi specificamente con l’enzima, 
agiscono a livello di differenti stadi del ciclo catalitico 
 
Gli inibitori catalitici della Topoisomerasi II sono un gruppo di 
sostanze, eterogenee dal punto di vista chimico, che possono: interferire 
con il legame tra il DNA e la Topoisomerasi (Aclarubicina, Suramina), 
stabilizzare i complessi non covalenti DNA-Topoisomerasi II (Merbarone, 
ICRF-I87) o inibire il legame con l’ATP (Novobiocina). 
L’Aclarubicina è un agente antineoplastico di tipo antraciclinico che 
funziona come forte agente intercalante e inibisce il legame della 
Topoisomerasi II al DNA: è, quindi, un antagonista dei classici veleni della 
Topoisomerasi II come Etoposide, Teniposide e Amsacrina. Inoltre 
l’Aclarubicina, ad alte concentrazioni, stimola la formazione di complessi 
covalenti DNA-Topoisomerasi I, mentre a concentrazioni biologicamente 
rilevanti, inibisce il legame della Topoisomerasi I al DNA e, perciò, è un 






















La Suramina è un composto polianionico che, ad alte 
concentrazioni, modula l’attività di numerosi enzimi cellulari, mentre a dosi 
più basse agisce, preferibilmente, sulla Topoisomerasi II e alcuni recettori 
dei fattori di crescita. In particolare, la Suramina inibisce l’attività catalitica 





















Il Merbarone, un composto che deriva dalla coniugazione dell’acido 
tiobarbiturico con l’anilina tramite un legame amidico, inibisce l’attività 
catalitica della Topoisomerasi II, con una certa selettività per l’isoforma IIα. 
In particolare, il Merbarone non ha effetto né sul legame della 
topoisomerasi II al DNA né sull’idrolisi dell’ATP, ma è un potente inibitore 











Le cumarine, come la Novobiocina, possono inibire le DNA 
Topoisomerasi con diversi meccanismi. La Novobiocina inibisce la 
Topoisomerasi II bloccando il sito di legame dell’ATP, impedisce il legame 
del fattore di trascrizione IIIA al gene 5S RNA e dissocia i complessi 





















Anche i veleni della Topoisomerasi II sono una classe eterogenea 
di composti, tra questi troviamo le epipodofillotossine, le antracicline, gli 
antracenedioni e l’Amsacrina. 
Le epipodofillotossine, sono derivati semisintetici della 
podofillotossina, estratta dalla mandragola. Etoposide e Teniposide sono 
strutturalmente simili ed agiscono entrambi inibendo la Topoisomerasi II, 
da cui consegue un danno mediato dalla rottura dei filamenti di DNA che 














Etoposide          R : CH3




Gli antibiotici antraciclinici (Antraciclina), isolati dallo Streptomyces 
Peucentius, sono attualmente utilizzati anche nella terapia antineoplastica, 
poiché ne sono stati documentati tre principali meccanismi d’azione: 
 un legame ad alta affinità per il DNA dovuto ad intercalazione che 
comporta un blocco della sintesi di DNA e RNA, oltre che una 
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scissione dei filamenti di DNA, mediata da modificazioni della 
Topoisomerasi II 
 un legame alle membrane che ne altera la fluidità e la permeabilità agli 
ioni 
 la trasformazione in un sistema semichinonico con la produzione di 
















Gli antracenedioni (Mitoxantrone e Ametantrone) sono composti 
antracenici caratterizzati da una struttura simile a quella del nucleo 









Ametantrone  X = H 
Mitoxantrone  X = OH 
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L’Amsacrina è un derivato della 9-anilinoacridina, clinicamente 
utilizzato per il trattamento di leucemia e linfomi, a causa della sua 
capacità di intercalare il DNA, determinando l’inibizione della 
Topoisomerasi II nei mammiferi. Ulteriori modifiche strutturali hanno 
portato alla scoperta di agenti antitumorali migliori ad ampio spettro che 
sono in grado di inibire la crescita di alcuni tumori solidi come ad esempio 
l’adenocarcinoma mammario, carcinoma e melanoma polmonare di Lewis. 
Si arriva dunque alla valutazione e alla sintesi di derivati della 4-
anilinofurochinolina, strutturalmente correlati ai derivati della 9-









Inibitori duali delle Topoisomerasi I e II 
 
Come già esposto, gli inibitori delle Topoisomerasi sono una larga 
classe di farmaci antitumorali che hanno un grande successo in un ampio 
spettro di tumori maligni, tuttavia l’insorgenza di fenomeni di resistenza a 
questi farmaci rimane il principale problema clinico, e costituisce la causa 
più frequente di insuccesso sull’efficacia della terapia farmacologia a 
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lungo termine. Lo scopo degli esperimenti oncologici è quindi di capire i 
meccanismi responsabili di questo fenomeno, per portare allo sviluppo di 
nuove terapie più efficaci[17]. 
Data la natura multifattoriale di numerose patologie ed in particolare 
del cancro, quando il trattamento monoterapico non è sufficientemente 
efficace, si può ricorrere o ad un trattamento multifarmaco, con problemi di 
compliance dei pazienti, o alla somministrazione di una specialità unica 
contenente più principi attivi diversi, con problemi di biodisponibilità, 
farmacocinetica o metabolismo[18]. Per questa ragione, la messa a punto 
di farmaci con attività duale, o meglio, “multitarget” sembra costituire una 
nuova e promettente strategia terapeutica. Infatti lo sviluppo di composti 
capaci di colpire simultaneamente due o più bersagli biologici, dovrebbe 
portare ad una ottimizzazione del profilo farmacologico (ADMET), 
all’assenza di interferenza tra farmaci diversi ed a un regime terapeutico 
estremamente semplificato. 
In questo contesto, alcuni studi hanno preso in considerazione la 
possibilità di ottenere composti capaci di inibire contemporaneamente 
l’attività di ambedue gli enzimi Topoisomerasi, Topo I e Topo II. E’ stato 
ipotizzato che, poiché gli enzimi hanno funzioni complementari e/o 
sovrapponibili nel metabolismo cellulare, anche composti con livelli di 
attività non elevati nei confronti di ciascun enzima, potrebbero mostrare un 
buon spettro di attività antitumorale. 
Un ulteriore vantaggio potrebbe essere costituito dalla minore 
incidenza dei meccanismi di resistenza al farmaco. E’ stato infatti 
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osservato che, in seguito a somministrazione di un inibitore selettivo di 
ciascun enzima, il sistema cellulare risponde con una upregulation 
dell’isoforma non coinvolta, per compensare il danno subito; con 
conseguente diminuzione di efficacia terapeutica. La sperimentazione 
clinica ha inoltre dimostrato che l’associazione di due farmaci con distinta 
attività, rispettivamente anti-Topoisomerasi I o II, si traduce 
esclusivamente in una aumento della tossicità, con un effetto di 
antagonismo, piuttosto che di sinergismo. 
In questo ambito hanno assunto una certa importanza numerosi 
composti, descritti recentemente in letteratura, che, oltre ad esplicare 
notevoli proprietà antiproliferative, si sono mostrati efficaci inibitori 
dell’attività di entrambi gli enzimi Topoisomerasi[17].. 
La prima e più ampia categoria include composti che si legano al 
DNA mediante intercalazione e comprende alcune acridine (DACA), 
piridocarbazoli (intoplicina), e derivati delle antracicline (aclarubicina). Una 
seconda classe è costituita da molecole ibride preparate unendo inibitori 
della Topoisomerasi I con quelli della Topoisomerasi II, come gli ibridi 
camptotecina-epipodofillotossina ed ellipticina-distamicina. Una terza 
classe comprende composti come il Tafluposide (F11782), ottenuti da 
modificazioni strutturali di composti con attività selettiva nei confronti di 
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Dal punto di vista strutturale, gli agenti intercalanti e gli inibitori delle 
Topoisomerasi sono fondamentalmente caratterizzati da un sistema 
policiclico eteroaromatico planare o pseudoplanare, responsabile 
dell’inserimento del farmaco all’interno della doppia elica e/o della 
stabilizzazione del complesso scindibile DNA-Topoisomerasi. In opportune 
posizioni del cromoforo si rivela spesso cruciale la presenza di gruppi o 
catene laterali, in particolare di tipo basico, capaci di interazioni esterne 
che permettono di ottenere interazioni più efficaci con la macromolecola, 
che concorrono a modulare le proprietà biologiche dei composti[19-21]. 
Il gruppo di ricerca presso il quale ho svolto la mia tesi di laurea ha 
da sempre progettato e sintetizzato sistemi eteropoliciclici, ponendo 
particolare attenzione alla realizzazione di nuove strutture planari o 
pseudoplanari, in alcuni casi caratterizzate dalla presenza di una catena 
basica di lunghezza variabile, che possano costituire lo scaffold di base 
per nuovi agenti antitumorali. L’analisi dei risultati dei test biologici, ha 
evidenziato per molti derivati un’attività antiproliferativa significativa, legata 
ad una elevata capacità di binding con il DNA per intercalazione e ad una 
spiccata interazione con le Topoisomerasi sia di tipo I che II; attività che 
sono fortemente influenzate dal tipo di catena inserita sul sistema 
eterociclico[22,23]. 
In particolare, poiché è noto che composti che possiedono quattro 
anelli coplanari, presentano uno dei requisiti conformazionali ottimali per la 
formazione di un efficace complesso di intercalazione con il DNA, molto 
recentemente è stata messa a punto la sintesi del nuovo sistema 
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tetraciclico benzotiopiranoindolico, ed è stato sviluppato un ampio studio 
sulla serie di derivati 1a-o, caratterizzati dalla presenza di sostituenti quali 
cloro e/o gruppo metossilico nelle posizioni 3 e 7 del sistema cromoforo; 
mentre il gruppo NH dell’anello indolico ha permesso la funzionalizzazione 
con catene alifatiche basiche che, come ampiamente riportato in 
letteratura e già verificato in altri sistemi policiclici, sono in grado di favorire 









La valutazione dell’attività antiproliferativa di questi composti è stata 
condotta mediante saggi in vitro su linee cellulari tumorali umane: HeLa 
(adenocarcinoma della cervice uterina) ed HL-60 (leucemia promielocitica 
umana), (tabella I). I saggi in vitro hanno evidenziato come lo scaffold 
tetraciclico, indipendentemente dalla presenza e/o dalla natura dei 
sostituenti in posizione 3 e 7, non possieda  attività antiproliferativa; al 
contrario, la presenza della catena basica dialchilaminoalchilica, inserita in 
posizione 11, si è dimostrata indispensabile per l’attività; in quanto tutti i 
composti 11-alchil sostituiti presentano valori di IC50 compresi tra 0.41 e 
3,21 μM. Più in particolare, un contributo fondamentale è dato dalla catena 
dimetilaminoetilica, infatti i composti 1e e 1i mostrano un’attività superiore 
o uguale a quella dell’ellipticina. Infine, per ogni gruppo di derivati, la 
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presenza del gruppo metossilico, in posizione 7, esercita un effetto 
positivo, con un incremento dell’attività antiproliferativa rispetto ai derivati 







Comp. R R1 R2 
Linee cellulari IC50 (μM) 
HL-60 HeLa 
1a OCH3 H H > 20 > 20 
1b OCH3 OCH3 H > 20 > 20 
1c OCH3 Cl H > 20 > 20 
1d Cl H H > 20 > 20 
1e OCH3 H (CH2)2N(CH3)2 0.41 ± 0.08 
1.30 ± 0.10 
±0 1f OCH3 H 
(CH2)2N(C2H5)2 1.80 ± 0.06 2.70 ± 0.05 
1g OCH3 H (CH2)3N(CH3)2 1.90 ± 0.08 2.90 ± 0.3 
1h OCH3 H (CH2)3N(C2H5)2 2.40 ± 0.08 3.90 ±0.6 
1i OCH3 OCH3 (CH2)2N(CH3)2 0.66 ± 0.17 2.15 ± 0.50 
1l OCH3 OCH3 (CH2)2N(C2H5)2 1.10 ± 0.06 2.30 ± 0.40 
1m OCH3 OCH3 (CH2)3N(CH3)2 1.35 ± 0.10 2.60 ± 0.30 
1n OCH3 OCH3 (CH2)3N(C2H5)2 1.50 ± 0.12 2.50 ± 0.30 
1° OCH3 Cl (CH2)2N(CH3)2 1.17 ± 0.12 1.82 ± 0.87 
1p OCH3 Cl (CH2)2N(C2H5)2 0.71 ± 0.09 1.12 ± 0.20 
1q OCH3 Cl (CH2)3N(CH3)2 1.07 ± 0.24 1.85 ± 0.21 
1r OCH3 Cl (CH2)3N(C2H5)2 1.02 ± 0.18 1.68 ± 0.25 
1s Cl H (CH2)2N(CH3)2 1.31 ± 0.17 1.53 ± 0.24 
1t Cl H (CH2)2N(C2H5)2 3.21 ± 0.39 4.33 ± 0.80 
1u Cl H (CH2)3N(CH3)2 7.19 ± 0.69 14.05 ± 1.76 
1v Cl H (CH2)3N(C2H5)2 2.64 ± 0.60 2.91 ± 0.11 
Ellipticina    0.66 ± 0.02 0.29 ± 0.01 
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Studi di dicroismo lineare in flusso (LD) hanno evidenziato che tutti i 
composti attivi sulle linee cellulari sono in grado di intercalarsi 
efficacemente nel DNA, come evidente nello spettro LD (figura 12) di 





Figura 12. Spettri di dicroismo lineare in flusso di una soluzione di 
DNA da solo e in presenza di 1e con rapporto molare 
[DNA]/[farmaco]=50 e 25. 
 
Misurazioni nella regione di assorbimento del DNA (260 nm) 
rivelano infatti un segnale negativo, come aspettato per la macromolecola 
(traccia blu). Al diminuire del rapporto [DNA]/[composto] questa banda 
diventa più negativa (tracce rosa e celeste) indicando una significativa 
interazione di 1e con la macromolecola. Anche nella regione (350 nm) in 
cui assorbe solo il composto, si osserva un segnale dicroico negativo e 
questo è in accordo con un legame di tipo intercalativo.  
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Un comportamento analogo è stato osservato anche per gli altri composti 
della serie, mentre nello spettro del sistema cromoforo 1a non è presente 
alcun tipo di segnale negativo (figura 13). 
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Figura 13. Spettro del sistema cromoforo 1a 
 
Titolazioni fluorimetriche effettuate in presenza di DNA ed acidi 
polideossiribonucleici, caratterizzati da differenti composizioni di basi (poli 
GC o poli AT), hanno dimostrato che i composti in esame si legano con 
alta specificità alle sequenze di tipo AT. Studi di docking molecolare 
hanno permesso un approfondimento delle modalità di legame dei 
composti al DNA ed hanno confermato il ruolo essenziale delle catene di 
tipo basico nell’attività citotossica. Il modello generato conferma 
pienamente i dati sperimentali di binding sopra esposti, evidenziando un 
sito di interazione ionica tra i gruppi fosfato della doppia elica con la forma 
protonata della catena dialchilaminoalchilica, che, collocandosi 
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selettivamente nel solco minore, costituisce il “sistema di ancoraggio” al 
DNA; sono inoltre evidenti estese interazioni di tipo π-π tra il sistema 
cromoforo e due coppie di basi consecutive, che confermano il legame di 




Figura 14. Legame di intercalazione del cromoforo alla doppia elica 
 
Come già ampiamente discusso nella parte generale, le 
Topoisomerasi I e/o II sono enzimi nucleari che catalizzano 
l’interconversione di diverse forme topologiche del DNA e un’ampia 
gamma di farmaci antitumorali mostrano di influenzare il ciclo catalitico di 
questi enzimi; fra gli altri, molti agenti intercalanti esercitano il loro effetto 
antiproliferativo interferendo con l’attività enzimatica. In questo senso, è 
stato valutato l’effetto di alcuni composti più attivi in un saggio sulla 
capacità di rilassamento della topoisomerasi II su plasmidi superavvolti di 
pBR322 DNA. In primo luogo è stato saggiato il composto più attivo 1e, 
questo si è dimostrato capace di inibire l’attività catalitica dell’enzima in 
modo dose-dipendente; inoltre, l’effetto ottenuto a concentrazione 5 µM di 
1e è risultato paragonabile a quello esercitato da un ben noto inibitore 
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della Topoisomerasi II, m-AMSA, utilizzato ad una concentrazione di 8µM 


















Figura 15. Confronto tra 1e e il composto m-AMSA 
Successivamente è stato studiato il ruolo giocato dalle differenti 
catene aminoalchiliche saggiando la capacità dei composti 1e-h di 
interferire con l’attività catalitica dell’enzima. I risultati hanno indicato che 
l’effetto inibitorio sull’enzima è modulato dal sostituente basico in 11 e, in 
particolare, è risultato evidente un comportamento totalmente in accordo 
con l’effetto antiproliferativo.  
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Infine, data l’analogia strutturale di questi composti con l’inibitore 
Topo I/II duale Intoplicina[25], caratterizzato da un sistema cromoforo di 
tipo lineare contenente il nucleo indolico, è stata valutata la capacità del 
derivato più attivo 1e di interferire con l’attività Topo-I-mediata di 
rilassamento del DNA, ottenendo evidenti risultati positivi già alla dose di 
10 µM. 
La significativa attività antiproliferativa di questa serie di composti 
ed il loro interessante profilo nei confronti degli enzimi Topoisomerasi 
giustificano lo sviluppo di due nuove serie di prodotti analoghi. 
Infatti, nel laboratorio in cui ho svolto il mio lavoro di tesi sono stati 
sintetizzati i derivati benzotiopiranoindolici, di formula generale 2, nei quali 
il gruppo metossilico, che ha mostrato di potenziare l’attività dei composti 
della serie 1, è stato spostato dalla posizione 7 alla posizione 3 del 
sistema cromoforo. In alcuni di questi derivati è stato aggiunto un ulteriore 
gruppo metossilico in posizione 2 (R = OCH3). Parallelamente, sono stati 
preparati i derivati isosteri piridotiopiranoindolci 3; in questo caso 
l’introduzione, direttamente nel sistema cromoforo, di un eteroatomo 
protonabile a pH fisiologico, potrebbe fornire un ulteriore o alternativo 




















2  3 
X = H, Cl;  R = H, OCH3; 
R1 = (CH2)2N(CH3)2, (CH2)2N(C2H5)2 
 X = H, Cl, OCH3;  R = H, OCH3;  
R1 = (CH2)2N(CH3)2,(CH2)2N(C2H5)2 
 
Tutti i derivati sono stati funzionalizzati con catene dialchil 
aminoalchiliche, dato il ruolo fondamentale esercitato da queste per 
l’attività biologica, privilegiando quelle dimetilaminoetilica e 
dietilaminoetilica, che nella serie dei derivati precedentemente discussi, 
caratterizzavano rispettivamente i composti più attivi. 
La valutazione biologica dei composti sintetizzati in questo lavoro di 
tesi è stata condotta nell’ambito di una collaborazione con un gruppo di 
ricerca della facoltà di Farmacia dell’Università di Padova. 
In particolare, viene valutata inizialmente l’attività citotossica e, 
successivamente, vengono approfonditi i meccanismi cellulari 
eventualmente coinvolti. 
La valutazione antiproliferativa è generalmente condotta in vitro su 
linee cellulari tumorali umane, rappresentative per diversi tipi di tessuto: 
HeLa (adenocarcinoma della cervice uterina), A-431 (carcinoma 
squamoso) e MSTO-211H (mesotelioma bifasico). 
I dati di tossicità sono espressi come valori IC50, cioè la 
concentrazione (μM) del composto testato che induce il 50% di riduzione 
del numero delle cellule rispetto alle colture di riferimento, utilizzando 
l’Ellipticina come sostanza di riferimento. 
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Le cellule (3x104) sono tenute in incubazione per 24 ore, quindi 
sono addizionate con varie concentrazioni del composto da testare e 
incubate nuovamente per 72 ore. 
I dati disponibili fino a questo momento sono relativi ad alcuni 
derivati benzotiopirano indolci 2 e piridotiopirano indolici 3, come riportato 







N Y X X’ X” R HeLa A431 MSTO-211H 
2a CH Cl OCH3 H (CH2)2N(CH3)2 n.d. n.d. n.d. 
2b CH Cl OCH3 H (CH2)2N(C2H5)2 n.d. n.d. n.d. 
2c CH Cl Cl H (CH2)2N(CH3)2 n.d. n.d.  n.d. 
2d CH Cl Cl H (CH2)2N(C2H5)2 n.d. n.d. n.d. 
2e CH H OCH3 OCH3 (CH2)2N(CH3)2 n.d. n.d. n.d. 
2f CH H OCH3 OCH3 (CH2)2N(C2H5)2 2.4±0.04 n.d. 0.75±0.06  
2g CH Cl OCH3 OCH3 (CH2)2N(CH3)2 n.d.  n.d. n.d. 
2h CH Cl OCH3 OCH3 (CH2)2N(C2H5)2 3.5±0.3  n.d. n.d. 
3a N H OCH3 H (CH2)2N(CH3)2 n.d. n.d. n.d. 
3b N H OCH3 H (CH2)2N(C2H5)2 n.d. n.d. n.d. 
3c N H OCH3 OCH3 (CH2)2N(CH3)2 1.7±0.1  0.71±0.10  0.35±0.03  
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3e N H H H (CH2)2N(CH3)2 1.55±0.05  0.54±0.04 1.08±0.07  
3f N H H H (CH2)2N(C2H5)2 2.6±0.2  0.47±0.02  1.63±0.06 
3g N H Cl H (CH2)2N(CH3)2 n.d. n.d. n.d. 
3h N H Cl H (CH2)2N(C2H5)2 4.2±0.3  1.80±0.05  1.42±0.09  
Ellipticina 0.320.01  0.430.02  0.460.08  
 
Dai risultati ottenuti è possibile notare che i composti saggiati sono 
in grado di esercitare una significativa attività antiproliferativa, 
caratterizzata da valori di IC50 sempre inferiori a 5µM. In particolare il 
confronto tra i valori ottenuti sulle linee cellulari rivela che, in generale, le 
A-431 sono le linee più sensibili all’effetto esercitato dai composti; inoltre 
l’effetto maggiore è mostrato dai composti 3c e 3e che presentano, la 
catena dimetil-aminoetilica. 
Per quanto riguarda gli altri tipi di sostituenti sul sistema tetraciclico, 
i dati relativi al composto 3h sembrano confermare, in tutte le linee 
cellulari, l’effetto negativo di un atomo di Cl in posizione 9 del cromoforo.  
Sui piridotiopiranobenzimidazoli sono stati effettuati anche gli studi 
di dicroismo lineare in flusso (LD) ed i risultati hanno evidenziato che tutti i 
composti sono in grado di intercalarsi fortemente nel DNA, come è 
evidente negli spettri LD (figura 16, relativa ai composti 3c-d) di soluzioni 
dei derivati a due rapporti di concentrazione [DNA]/[composto]. 




Figura 16a. Spettri di dicroismo lineare in flusso di una soluzione di DNA da solo e in 





Figura 16b. Spettri di dicroismo lineare in flusso di una soluzione di DNA da solo e in 
presenza di 3d con rapporto molare [DNA]/[farmaco]=50 e 25. 
 
Inoltre è stato valutato l’effetto di alcuni composti nel saggio sulla 
capacità di rilassamento di plasmidi superavvolti di pBR322 DNA mediate 
da entrambe le topoisomerasi I e II.  
I risultati finora disponibili (figure 17a e 17b, relative al composto 
3c) indicano che i piridiotiopiranoindoli, diversamente dai corrispondenti 
derivati benzotiopiranoindolici della serie 1 non inibiscono l’attività 
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catalitica di entrambi gli enzimi. E’ stata osservata solo una parziale 
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Figura 17a. valutazione l’effetto di alcuni composti nel saggio sulla capacità di 
rilassamento di plasmidi superavvolti di pBR322 DNA mediate da entrambe le 












Figura 17b. valutazione l’effetto di alcuni composti nel saggio sulla capacità di 
rilassamento di plasmidi superavvolti di pBR322 DNA mediate da entrambe le 
topoisomerasi I e II 
 
Inoltre sono stati condotti ulteriori esperimenti sui derivati 
piridotiopiranoindolici che hanno dimostrato l’incapacità dei composti di 
indurre un incremento dei complessi covalenti topo II-DNA, indicando così 
che questi derivati non sono veleni della topoisomerasi II.  
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Mentre, per quanto riguarda la topoisomerasi I, i risultati preliminari 
relativi al derivato 3c indicano un effetto veleno sull’attività della 














Figura 18. Effetto veleno sulla topoisomerasi I 
 
I risultati finora ottenuti indicano che gli scaffold 
benzotiopiranoindolico e piridotiopiranoindolico rappresentano degli ottimi 
sistemi di partenza per l’ottenimento di inibitori degli enzimi topoisomerasi. 
In particolare i derivati benzotiopiranoindolici sono potenziali inibitori duali 
delle topoisomerasi I e II, mentre il sistema isostero piridotiopiranoindolico 
è un ottimo sistema di pertenza per l’ottenimento di efficaci veleni della 
topoisomerasi I. 
In particolare, lo scopo del mio lavoro di tesi è stato quello di 
sintetizzare i derivati contenenti i due sistemi tetraciclici che non erano 
stati ancora sintetizzati per avere una gamma più completa di relazioni 
struttura attività (SAR). È stato quindi progettato di inserire sui sistemi 
benzotiopiranoindolici e piridotiopiranoindolici, i sostituenti e le catene 
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laterali che non erano stati inseriti prima nei composti già saggiati. In 
particolare, ho avviato la sintesi dei derivati benzotiopiranoindolici 3-
metossi- o 3-cloro- 7-cloro (X=Cl) sostituiti 2a-d ed i derivati 
piridotiopiranoindolci 9-metossi sostituiti 3a-b. 
 
 
2a-d  3a-b 
a: X = Cl  R=OCH3  R1 = (CH2)2N(CH3)2  a: X = OCH3  R=H R1=(CH2)2N(CH3)2 
b: X = Cl  R=OCH3  R1=(CH2)N(C2H5)2  b: X= OCH3   R=H R1=(CH2)2N(C2H5)2 
c: X = Cl  R=Cl        R1=(CH2)2N(CH3)2   
d: X = Cl  R=Cl        R1=(CH2)N(C2H5)2   
 
 
La procedura sintetica per l’ottenimento dei derivati 
benzotiopiranoindolici prevede inizialmente la sintesi del benzotiopiranone 
7-cloro sostituito 4 secondo la procedura già descritta in letteratura[26] e 

























Il 3-clorotiofenolo commerciale viene fatto reagire con acido 3-
bromopropionico, in soluzione di NaOH, ad ottenere l’acido 3-(2-carbossi-
5-cloro-1-feniltio)propionico 5; quest’ultimo è poi ciclizzato a 2,3-diidro-7-
cloro-tiopiran-4(4H)-one 4 per reazione con H2SO4. 
La preparazione dei nuovi sistemi tetraciclici 6a-b 7-cloro sostituiti e 
sostituiti in posizione 3 con un gruppo metossilico o con un ulteriore atomo 
di cloro, è stata effettuata secondo una procedura analoga a quanto già 
descritto in letteratura[24,27-31], riportata nello schema 2. 
 






















8a: R =  OCH3














6a: R = OCH3
6b: R = Cl
8a-b
 
i: MeONa/MeOH, HCOOEt/toluene anidro, t. a., 24h 
ii: HCl 18%, NaNO2 aq. 0°C;  
iii: AcONa/MeOH, 0°C, 0.5 h, t. a., 3 h 
iv: EtOH HCl, 80° 
 
Il benzotiopiranone 7-clorosotituito 4 è stato formilato con buone 
rese a 7, per reazione con formiato di etile, in presenza di metilato di sodio 
in rapporto rispettivamente 1:2:2 in soluzione toluenica anidra. 
L’ α-idrossimetilenderivato 7, che viene ottenuto sufficientemente 
puro da poter essere utilizzato come tale nelle reazioni successive, ha 
rappresentato l’intermedio chiave per la preparazione dei derivati 6a-b 
desiderati; questa prevede infatti l’ottenimento degli arilidrazoni derivati 
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8a-b, per mezzo della reazione di Japp-Klingeman[32] e la successiva 
ciclizzazione indolica di Fisher[33] di questi ultimi (schema 2). 
Ad una soluzione idrometanolica del derivato 7, in presenza di 
acetato di sodio, viene aggiunta lentamente, raffreddando, la soluzione 
acquosa del sale di diazonio della p-anisidina (a) o della p-cloroanilina (b), 
si può notare l’immediata formazione di un precipitato rosso-arancio, 
corrispondente agli arilidrazoni derivati 8a-b, che risultano 
sufficientemente puri da essere utilizzati come tali nella reazione di 
ciclizzazione che porta all’ottenimento dei prodotti 6a-b. 
La reazione di Japp-Klingeman consiste nella copulazione, in 
adatte condizioni, di un sale di diazonio con un composto contenente un 
gruppo metinico attivato. Probabilmente la reazione procede con la 
formazione dell’intermedio 9 che per scissione idrolitica e con perdita dello 
ione formiato, seguita dal riarrangiamento del doppio legame N=N, 










L’intermedio 9 deriva dalla diretta unione tra l’anione del composto 
contenente il gruppo metinico ed il catione diazonico. Non è da escludere 
comunque la formazione come primo intermedio di reazione, di un 
composto O-azo 10 di questo tipo: 










Dagli arilidrazoni 8, si perviene facilmente, nelle condizioni di 
Fisher, ai derivati indolici 6. La ciclizzazione è effettuata in etanolo 
cloridrico scaldando a 80°C; dalla soluzione dei dimetossifenilidrazoni 
derivati si ha la formazione di un precipitato giallo, che viene poi 
cristallizzato dall’ opportuno solvente. I prodotti 6a-b, purificati per 
cristallizzazione, sono stati caratterizzati mediante spettroscopia 1H-NMR.  
I derivati tetraciclici 6a-b sono stati quindi ulteriormente 
funzionalizzati con le catene dimetilaminoetilica e dietilaminoetilica che, 
come già discusso nel precedente studio, avevano portato ai prodotti più 
attivi.  
L’alchilazione dei composti 6a-b è stata effettuata in DMF anidra, 
utilizzando NaH come base per catalizzare la reazione con gli opportuni 
























a: R = OCH3
b: R = Cl
a: R = OCH3,        R1 = (CH2)2N(CH3)2
b: R = OCH3,        R1 = (CH2)2N(C2H5)2
c: R= Cl,               R1 = (CH2)2N(CH3)2






Questa trasformazione, a partire dai corrispondenti cloruri 
commerciali per trattamento con KI in etanolo, si è resa necessaria data la 
scarsa reattività dei cloruri nella reazione di alchilazione. 
Al momento sono stati ottenuti i nuovi derivati 2c-d che sono stati 
purificati per cristallizzazione, sono stati caratterizzati mediante dati 
analitici e spettroscopici (tabella 1-2) che sono in accordo con le strutture 
proposte. 
In particolare dall’analisi degli spettri IR è stata evidenziata 
l’assenza della banda a 3300 cm-1 circa, data dallo stretching N-H che 
caratterizzava i tetracicli di partenza 6a-b. Così come negli spettri 1H-NMR 
non è più presente il singoletto scambiabile con D2O che si osserva a 12 
ppm circa, caratteristico del protone N-H indolico dei derivati 6a-b di 
partenza. Negli spettri 1H-NMR dei derivati alchilati 2c-d sono inoltre 
evidenti i segnali dei protoni alifatici e la loro molteplicità è in accordo con 
la struttura delle catene introdotte sul sistema cromoforo. 
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Per quanto riguarda i composti 3a-b, caratterizzati dal sistema 
piridotiopiranoindolico, il protocollo sperimentale prevede la stessa 
procedura sintetica vista per i composti sopra riportati. In questo caso, il 
composto chiave di partenza è il derivato carbonilico 2,3-
diidrotiopirano[2,3-b]piridin-4(4H)-one 11 che è stato ottenuto secondo 

















i: acido 3-bromopropionico in NaHCO3 aq. e NaOH 10%, 60°C, 4h 
ii: AcONa/Ac2O, 160°C, 2h 
 
L’acido 2-mercaptonicotinico, prodotto commerciale, viene fatto 
reagire con acido bromopropionico, in soluzione di NaOH, ad ottenere 
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l’intermedio acido 3-(3-carbossi-2-piridiltio)propionico 12. Quest’ultimo è 
poi ciclizzato a 2,3-diidrotiopirano[2,3-b]piridin-4(4H)-one 11 per 
riscaldamento in eccesso di Ac2O, alla temperatura di 150°C ed in 





























i: MeONa/MeOH, HCOOEt/toluene anidro, t. a., 24h 
ii: HCl 18%, NaNO2 aq. 0°C, 
iii: AcONa/MeOH, 0°C, 0.5 h, t. a., 3 h 
iv: EtOH HCl, 80° 
Introduzione alla Parte Sperimentale 
54 
 
Il piridotiopiranone 11 è stato formilato con buone rese ad α-
idrossimetilenderivato 13 seguendo una metodica analoga alla precedente 
per reazione con formiato di etile[36]. 
Il derivato α-idrossimetilenico 13 viene fatto reagire con la soluzione 
acquosa del sale di diazonio di p-anisidina, ottenendo l’arilidrazone 
derivato 14. Questo intermedio non necessita di purificazione e viene 
sottoposto come tale a ciclizzazione indolica di Fisher, ottenendo con 
buone rese il derivato piridotiopiranoindolici 15. 
Il composto 15 è stato purificato e caratterizzato mediante spettro 
IR e punto di fusione che sono risultati in accordo con i dati riportati in 
letteratura[36]. 
Il tetraciclo 15 è stato quindi funzionalizzato in posizione 6 con le 
catene dialchilamino alchiliche, nelle condizioni precedentemente descritte 
(schema 5). Anche in questo caso si è resa necessaria la trasformazione 
del dialchilamino cloruro commerciale nel corrispondente ioduro che, per 
condensazione con 15, in DMF anidra, a 100°C e in presenza di NaH, 



























a: R = (CH2)2N(CH3)2
b: R = (CH2)2N(C2H5)2
3a-b
 
Al momento è stato ottenuto il composto 3b, purificato per 
cristallizzazione, e caratterizzato mediante dati analitici e spettroscopici 
che sono in accordo con la struttura proposta. Anche per il composto 3b, 
nello spettro 1H-NMR, l’elemento caratteristico è la totale assenza del 
segnale tipico del gruppo NH indolico. 
I derivati 2c-d e 3b così ottenuti saranno poi convertiti nei 






















P.f. (°C) Formula 
2c (CH2)2N(CH3)2 74 
 
183-185 C19H16N2OCl2S 





















N R 1H-NMR 
(DMSO-d6, ppm) 
   
2c (CH2)2N(CH3)2 2.19 (s, 6H, N(CH3)2; 2.61 (t, 2H, NCH2CH2); 
4.95 (t, 2H, NCH2CH2); 7.58-7.70 (m, 2H, 2-H, 8-
H); 7.86 (d, 1H,1-H J1-2 = 9.0 Hz); 8.07 (s, 1H, 4-
H); 8.25 (s, 1H, 6-H); 8.56 (d, 1H, 9-H J9-8 = 8.6 
Hz) 
2d (CH2)2N(C2H5)2 0.72 (t, 6H, N(CH2CH3)2); 2.38-2.48 (q, 4H, 
N(CH2CH3)2); 2.70 (t, 2H, NCH2CH2 J = 6.2 Hz); 
4.90 (t, 2H, NCH2CH2 J = 6.1 Hz); 7.58-7.70 (m, 
2H, 2-H, 8-H); 7.84 (d, 1H, 1-H J1-2 = 9.6 Hz); 
8.05 (s, 1H, 4-H); 8.24 (s, 1H, 6-H); 8.56 (d, 1H, 














Materiali e metodi 
 
Se non diversamente specificato tutti i solventi ed i reagenti utilizzati per la 
sintesi sono stati acquistati dalle ditte fornitrici e sono stati usati senza 
ulteriore purificazione.  
Come agente essiccante è stato utilizzato il solfato di magnesio. 
L’evaporazione dei solventi è stata effettuata sotto vuoto utilizzando 
l’evaporatore rotante. 
Le rese (%) si riferiscono a composti cromatograficamente e 
spettroscopicamente (1H-NMR) omogenei.  
Le reazioni sono state monitorate mediante cromatografia su strato sottile 
(T.L.C.) realizzate su foglio di alluminio ricoperte di silice (MERK 60 F-254, 
spessore 0.2 mm). Per le colonne cromatografiche è stato usato il gel di 
silice 60 (230-400 mesh).  
Gli spettri di risonanza magnetica del protone (1H-NMR) sono stati eseguiti 
in soluzione di dimetilsolfossido esa-deuterato (DMSO-d6) con uno 
spettrometro Varian Gemini-200 (200-MHz) utilizzando (CH3)4Si (TMS) 
come standard interno. 
I punti di fusione sono stati determinati con un apparecchio di Reichert 
Köfler e non sono stati corretti. 
Le cromatografie su strato sottile (T.L.C.) analitiche sono state realizzate 
su foglio di alluminio ricoperte di silice (MERK 60 F-254, spessore 0.2 
mm).




Acido 3-(2-carbossi-5-cloro-1-feniltio)propionico 5 
A 5.00 g (35 mmoli) di 3-clorotiofenolo, solubilizzati in 28 ml di KOH al 
10%, viene addizionata, goccia a goccia e sotto costante agitazione 
magnetica, una soluzione ottenuta sciogliendo in 35 ml di H2O 7 g (45 
mmoli) di acido 3-bromopropionico e 3.75 g (45 mmoli) di NaHCO3. La 
miscela di reazione viene lasciata in agitazione a temperatura ambiente 
per 12 ore ed a riflusso per 3 ore. Quindi viene raffreddata in bagno di 
ghiaccio e trattata con HCl conc. fino a pH 4. Per filtrazione si recuperano 
7,3 g di prodotto 5 (resa 97%). 




A 7.684 g (35.49 mmoli) di acido 3-(2-carbossi-5-cloro-1-feniltio)propionico 
5 vengono addizionati a 70 ml di H2SO4 concentrato. La miscela di 
reazione, con agitazione magnetica, viene mantenuta a temperatura 
ambiente per 12 ore. Quindi la soluzione ottenuta viene versata in H2O e 
ghiaccio. Il solido giallo-arancio che precipita viene raccolto per filtrazione 










Una soluzione costituita da 1.1 ml (14.00 mmoli) di etilformiato in 5 ml di 
toluene anidro, viene aggiunta goccia a goccia ad una soluzione di 
metossido di sodio preparato di fresco (14.00 mmoli) in 5 ml dello stesso 
solvente. La miscela, raffreddata in ghiaccio, viene addizionata, in 
corrente di azoto anidro, di una soluzione di prodotto 4 (7.00 mmoli) in 10 
ml di toluene anidro. La soluzione ottenuta, viene lasciata in agitazione a 
temperatura ambiente per 24 ore, controllando l’andamento della reazione 
mediante t.l.c. (benzina 60-80 °C / AcOEt = 7 : 3). Si ottiene una 
sospensione gialla che viene filtrata. Il solido raccolto viene solubilizzato in 
poca acqua e trattato con acido cloridrico 18% fino a pH 3 per dare 0.858 






Una soluzione di prodotto 7 (0.972 g, 4.3 mmoli) in 28 ml di metanolo, è 
stata addizionata ad una soluzione satura di acetato di sodio (1.15 g, 
14.00 mmoli). Dopo raffreddamento a 0 °C, viene aggiunta, goccia a 
goccia, una soluzione di sale di diazonio, ottenuto da 5.70 mmoli di p-
metossi anilina con 7 ml di acido cloridrico diluito e 0.410 g (5.70 mmoli) di 
nitrito di sodio. La miscela di reazione viene lasciata in agitazione a 0°C 




per 30 minuti ed a temperatura ambiente per 3 ore. Si ottiene una 
sospensione che viene filtrata, ed il solido raccolto, viene lavato con acqua 
ottenendo i prodotti desiderati 8a-b che vengono utilizzati direttamente 
nella reazione successiva. 
8a P. f.: 167°-170°C 
8b P. f.: 155°-160°C 
 
 
3-metossi-7-cloro-benzotiopirano[3,2-b] indol-10(11H)-one 6a-b 
Procedura generale 
Una soluzione dell’opportuno fenilidrazone 8a-b (4.15 mmoli) in 2 ml di 
EtOH e HCl conc, viene scaldata a 80° per 2 ore, controllando 
l’andamento della reazione mediante t.l.c. (benzina 60-80 °C / AcOEt = 7 : 
3). Dopo raffreddamento si ottiene un precipitato che viene raccolto per 
filtrazione, lavato con etanolo e cristallizzato da DMF.  
6a P. f.: >300°C 











Dialchilaminoalchil ioduri iodidrati [23,34] 
Procedura generale 
34.80 mmoli dell’opportuno dialchilamino alchilcloruro cloridrato e 76.40 
mmoli di ioduro di potassio vengono intimamente mescolati e scaldati a 
riflusso in 100 ml di EtOH assoluto a 120 °C per 3 ore. Si ottiene una 
sospensione che viene filtrata velocemente a caldo, una sola volta per 
eliminare i sali inorganici (KCl). Dopo raffreddamento della soluzione 
etanolica si ha la precipitazione dei dialchilamino alchilioduri iodidrati che 





Ad una sospensione di NaH (0.086 g, 60% dispersione in olio minerale, 
2.15 mmoli) in 6 ml di DMF anidra, vengono addizionate, sotto agitazione, 
in atmosfera di azoto, 0.579 mmoli dell’opportuno tetraciclo 6a-b. La 
miscela di reazione viene lasciata in agitazione a temperatura ambiente 
per 2 ore, vengono quindi addizionate 0.279 mmoli dell’opportuno 
dialchilamino alchilioduro iodidrato e si lascia a temperatura ambiente per 
24 ore (monitorando la reazione mediante t.l.c.: CH2Cl2 / MeOH = 9: 1), 
quindi si scalda a 100 °C per 24 ore. Dopo raffreddamento la soluzione 
ottenuta viene diluita con acqua ed il solido che precipita è raccolto per 
filtrazione, seccato su P2O5 e cristallizzato da Etanolo. (Tabelle 1-2) 




Acido 3-(3-carbossi-2-piridiltio) propionico 12 [35] 
A 10.00 g (64.40 mmoli) di acido 2-mercaptonicotinico, solubilizzati in 60 
ml di NaOH al 10%, viene addizionata, goccia a goccia e sotto costante 
agitazione magnetica, una soluzione ottenuta sciogliendo in 100 ml di H2O 
11.83 g (77.72 mmoli) di acido 3-bromopropionico e 6.50 g (77.72 mmoli) 
di NaHCO3. La miscela di reazione viene scaldata a T = 60 °C e 
mantenuta in agitazione per 4 ore, fino alla scomparsa del prodotto di 
partenza (t.l.c.). Quindi viene raffreddata in bagno di ghiaccio e trattata 
con HCl conc. fino a pH 2. Per filtrazione si recuperano 18,60 g di prodotto 
12 (resa 99%, che viene cristallizzato da AcOEt). 




A 10.00 g (44.05 mmoli) di acido 3-(3-carbossi-2-piridiltio)propionico 12 
vengono addizionati 6.728 g (80.10 mmoli) di acetato di sodio anidro e 90 
ml di anidride acetica. La miscela di reazione viene scaldata a riflusso per 
un’ora e 30 minuti, con agitazione magnetica. Dopo raffreddamento, viene 
diluita con H2O e, raffreddando con bagno di ghiaccio, alcalinizzata con 
NH4OH conc. fino a pH 8. Si ottiene una sospensione che viene filtrata, 
per eliminare il solido indisciolto, e quindi estratta con circa 100 ml di 
AcOEt a porzioni successive. La fase organica, seccata su MgSO4 ed 
evaporata a secco, fornisce un olio giallo arancio che viene purificato 




mediante cromatografia flash (colonna di gel di silice, d: 3 cm, h: 5 cm; 
miscela eluente: benzina 60-80° / AcOEt = 7 : 3). Si ottengono 1.11 g di 11  






Una soluzione costituita da 1.5 ml (18.00 mmoli) di etilformiato in 5 ml di 
toluene anidro, viene aggiunta goccia a goccia ad una soluzione di 
metossido di sodio preparato di fresco (0.414 g, 18.00 mmoli) in 5 ml dello 
stesso solvente. La miscela, raffreddata in ghiaccio, viene addizionata, in 
corrente azoto anidro, di una soluzione di prodotto 11 (1.485 g, 9.00 
mmoli) in 10 ml di toluene anidro. La soluzione ottenuta, viene lasciata in 
agitazione a temperatura ambiente per 24 ore, controllando l’andamento 
della reazione mediante t.l.c. (benzina 60-80 °C / AcOEt = 7 : 3). Si ottiene 
una sospensione gialla che viene filtrata. Il solido raccolto viene 
solubilizzato in poca acqua e trattato con acido cloridrico conc. a 0 °C per 
dare 1.323 g (resa 75,55%) di prodotto 13. 









2,3-diidro-3-fenilidrazonotiopirano[2,3-b]piridin-4(4H)-one 14 [36] 
Una soluzione di prodotto 13 (1.3 g, 6.74 mmoli) in 39 ml di metanolo, è 
stata addizionata ad una soluzione satura di acetato di sodio (1.804 g, 
22.00 mmoli). Dopo raffreddamento a 0 °C, viene aggiunta, goccia a 
goccia, una soluzione di sale di diazonio, ottenuto da 9.00 mmoli di p-
cloroanilina con 11.3 ml di acido cloridrico diluito e 0.621 g (9.00 mmoli) di 
nitrito di sodio. La miscela di reazione viene lasciata in agitazione a 0°C 
per 30 minuti ed a temperatura ambiente per 3 ore. Si ottiene una 
sospensione che viene filtrata, ed il solido raccolto, viene lavato con acqua 
ottenendo il prodotto desiderato 14 che viene utilizzato direttamente nella 
reazione successiva. 





Una soluzione di fenilidrazone 14 (3.35 mmoli) in 2 ml di EtOH e HCl conc. 
viene scaldata a 80°C per un tempo compreso tra 10 minuti/3 ore, 
controllando l’andamento della reazione mediante t.l.c. (benzina 60-80 °C 
/ AcOEt = 7 : 3). Dopo raffreddamento si ottiene un precipitato che viene 
raccolto per filtrazione, lavato con etanolo e cristallizzato da DMF. 
15 P.f.: >300°C 








Ad una sospensione di NaH (0.053 g, 60% dispersione in olio minerale, 
2.22 mmoli) in 10 ml di DMF anidra, vengono addizionate, sotto 
agitazione, in atmosfera di azoto, 0.200 mmoli del derivato tetraciclo 15. 
La miscela di reazione viene lasciata in agitazione a temperatura 
ambiente per 2 ore, vengono quindi addizionate 0.945 mmoli 
dell’opportuno dialchilamino alchilioduro iodidrato e si lascia a temperatura 
ambiente per 24 ore (monitorando la reazione mediante t.l.c.: benzina 60-
80 °C / AcOEt), quindi si scalda a 100 °C per 24 ore. Dopo raffreddamento 
la soluzione ottenuta viene diluita con acqua ed il solido che precipita è 
raccolto per filtrazione, seccato su P2O5 e cristallizzato da DMF. 
3b: Resa 51 % 
P. f. : 97-100°C 
1H-NMR (DMSO-d6, ppm): 1.18 (t, 6H, N(CH2CH3)2); 2.50-2.76 (m, 6H, 
N(CH2CH3)2,  NCH2CH2); 3.86 (s, 3H, 3-OCH3); 4.86 (t, 2H, NCH2CH2); 
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